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UNE TP NO 


究 则 在 探讨 低 蛋 白质 水 平 饲 粮 对 生长 育肥 猪 生 长 性 能 及 肠 道 菌 群 的 影响 。 试 验 


选取 初始 体重 为 45.5 土 3.64) kg 的 “长 x 大 ”二 元 杂交 生长 
每 组 5 个 重复 , 每 个 重复 14 头 猪 ,对 照 组 饲 喂 蛋白 质 水 平 为 15.05% 的 正常 重 白 质 水 平 饲 粮 ， 


试验 组 喂 蛋 白质 水 平 为 12.97% 的 低 蛋 白质 水 平 饲 粮 。 预 试 期 为 5d， 正 试 期 为 30 d。 结 果 表 


明 : 1) 低 蛋 
饲 粮 可 提高 4 


白质 水 平 饲 粮 对 生长 育肥 猪 生长 
EKA 


平 上 细菌 相对 丰 度 2 组 间 均 有 显著 差异 (P<0. 


F} (Lachnospiraceae). Petit El 


弧 菌 属 CPseudobutyrivibrio) 等 可 以 利 月 


育肥 猪 140 头 ， 随 机 分 为 2 组 ， 


能 无 显赫 影响 
E 猪 肠 道 菌 群 丰 富 度 和 多 样 性 。2 组 试验 
较 小 ， 而 在 属 水 平 上 差异 较 大 。 物 种 差异 显 


(P>0.05)。2) 低 蛋 白质 水 平 


者 凑 便 菌 群 组 成 在 门 水 平 上 差异 


著 性 分 析 显 示 除 了 门 水 平和 纲 水 平 ， 其 他 分 类 水 
05)。 低 和 蛋白质 水 平 饲 粮 能 够 显著 提高 毛 螺 菌 
fl CRuminococcaceae), J ILEJE (Butyrivibrio) 和 假 丁 酸 


碳水 化 合 物 和 纤维 分 解 产生 丁 酸 的 有 益 菌 的 相对 丰 


FE (P<0.05)， 显 著 降 低 Paraeggerthella 和 代 和 尔 夫 特 菌 属 (Delftia) 等 易 使 机 体 受到 感染 的 


细菌 相对 丰 度 CP<<0.05)。 此 外 ， 和 群落 组 成 差异 分 析 显 示 低 蛋白 质 水 平 饲 粮 组 猪 相 比 于 正常 
着 不 同 的 肠 道 微 生物 区 系 。 由 此 可 见 ， 饲 粮 蛋 白质 水 平 降低 2% 对 生 
能 无 不 利 影响 ， 还 可 改善 肠 道 菌 群 平衡 ， 有 利于 机 体 健康 。 


和 蛋白质 水 平 饥 


长 育肥 猪 生长 性 


司 粮 组 猪 
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研究 表明 , 采用 理想 蛋白 质 模型 ,在 现行 推荐 的 生长 育肥 猪 饲养 标准 下 使 饲 粮 蛋 白质 水 


平 降低 2%~4%， 通 过 添加 合成 氨基 酸 来 满足 动物 对 氨基 酸 的 需要 ，3 


和 健康 状况 1。 按照 这 种 方式 配制 的 低 蛋 白质 水 平 饲 粮 可 以 节约 蛋白 质 类 饲料 成 本 ，3 


“影响 动物 生长 性 能 


E 


降低 动物 羔 尿 中 氮 的 排泄 , 在 养 猪 生产 实践 中 应 用 可 提高 饲料 的 利用 率 ， 并 减少 排泄 物 对 环 


境 造成 的 污染 。 
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猪 肠 道中 栖 居 着 数量 庞大 、 种 类 多 样 的 微生物 ， 其 与 宿主 之 间 的 物质 交换 信 
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息 传 递 ， 对 动物 养分 的 消化 吸收 、 机 体 免疫 功能 与 健康 的 维护 起 着 重要 的 作用 B4。 研 究 表 
明 , 不 同 的 氨水 平和 毛 模 式 ， 对 肠 道 微生物 的 结构 和 组 成 存在 巨大 差异 ， 进 而 影响 宿主 对 营 
养 物 质 的 吸收 和 利用 钻 。 目 前 低 蛋 白质 水 平 饲 粮 在 生长 育肥 猪 上 的 研究 大 部 分 针对 其 生长 性 
能 、 肉 品质 及 血液 生化 指标 等 , 但 有 关 低 蛋白 质 水 平 饲 粮 对 猪 肠 道 菌 群 影响 的 报道 还 较为 鲜 
见 。 本 试验 以 商业 生产 条 件 下 生长 育肥 猪 为 研究 对 象 ， 将 饲 粮 蛋 白质 水 平 在 《 猪 饲养 标准 》 
(2004) 推荐 的 标准 上 降低 约 2%， 同 时 补充 必需 氨基 酸 ， 研 究 饲 粮 蛋 白质 水 平 的 降低 对 生 
长 育肥 猪 生长 性 能 和 肠 道 微生物 菌 群 的 影响 , 为 进一步 完善 猪 氨 基 酸 理想 模型 以 及 低 蛋 白质 
水 平 饲 粮 的 合理 配制 提供 理论 依据 。 
1 材料 与 方法 
1.1 试验 动物 和 试验 设计 

试验 采用 单 因 子 随 机 试验 设计 , 选用 遗传 背景 相同 、 初始 体重 为 (45.5 土 3.64〉 kg 的 “长 
x 大 ”二 元 杂交 生长 育肥 猪 140 A, 按照 体重 相近 ,性 别 比例 一 致 的 原则 随机 分 为 2 个 组 ,每 
组 5 个 重复 ， 每 个 重复 14 头 猪 。 对 照 组 饲 喂 蛋 白质 水 平 为 15.05% 的 正常 蛋白 质 水 平 饲 粮 ， 
试验 组 饲 喂 蛋白 质 水 平 为 12.97% 的 低 蛋 白质 水 平 饲 粮 ， 低 蛋白 质 水 平 饲 粮 添加 相应 的 合成 
氨基 酸 ， 使 2 组 饲 粮 中 和 氨基酸 的 标准 回肠 消化 率 (standardized ileal digestibility, SID) 水 平 
保持 相同 。 生 长 育肥 猪 饲 粮 配 制 参考 我 国 《 猪 饲养 标准 》CNY/T 65-2004) 推荐 的 生长 育肥 
猪 营 养 需 要 量 标准 。 试 验 饲 粮 组 成 及 营养 水 平 见 表 1。 

表 1 试验 饲 粮 组 成 及 营养 水 平 〈 干 物质 基础 ) 


ER 


XE 


Table 1 Composition and nutrient levels of experimental diets (DM basis) — 96 


2H 5) Groups 


JE Items 


对 照 组 Control group 试验 组 Experimental group 
原料 Ingredients 
玉米 Corn 67.00 72.00 
Zk Wheat bran 5.00 5.75 
豆粕 Soybean meal 20.00 14.00 
赖 氨 酸 盐酸 盐 LyseHCl 0.14 
EAR Met 0.03 
苏 氨 酸 Thr 0.07 
EAR Trp 0.01 


C— 
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预 混 料 PremixD 
合计 Total 


营养 水 平 Nutrient levels? 


消化 能 DE/ (MJ/kg) 


HEA CP 


8.00 


100.00 


0.14 


0.54 


0) 预 混 料 为 每 千克 饲 粮 提供 


8.00 


100.00 


0.14 
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£ The premix provided the following per kg of diets: VA 5.6 kIU, 


VD; L6kIU, VE 18IU, VK30.8 mg, VBi 0.8 mg, VB;4 mg, VBs0.6 mg, VBi; 0.012 mg, 


AWHE niacin 15.6 mg， 泛 酸 pantothenic acid 3.6 mg， 叶 酸 folic acid 0.68 mg， 生 物 素 biotin 


0.005 mg, 5x4 HX. choline chloride 300 mg, Cu 150 mg, Fe 140 mg, Mn 52 mg, Zn 120 mg, 
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I1.8mg, Se 0.32 mg. 
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2 粗 蛋 白质 、 钙 、 总 磷 以 及 所 基 酸 均 为 实测 值 ， 消化 能 为 计算 值 。CP, Ca, TP, and AA were 


measured values, while DE was a calculated value. 


L2 ”饲养 管理 


mg 


本 试验 在 北京 市 房山 区 喜庆 民 丰 养殖 场 进行 。 预 试 期 为 5 4， 正 试 期 为 30 d。 试 验 猪 按 


lumi 


EE AH ZR. HARR, ARK. WIERA PERROS Y T BUE HET TEC RE, DRE 


环境 卫生 良好 。 试 验 设 专门 人 员 负 责 管 理 ， 严 格 按照 试验 设计 进行 试验 。 试 验 过 程 中 ， 每 天 


观察 并 记录 试验 猪 的 健康 状况 ， 记 录 好 腹泻 、 发 病 和 死亡 情况 。 


13 生长 性 能 测定 
分 别 于 试验 初期 和 末期 进行 个 体 称 


Iml 


Tun 


E, 试验 全 程 记录 采 食 量 。 生 长 性 能 评定 指标 包 初 重 、 


末 重 、 平 均 日 增 重 (ADG)、 平 均 日 采 食量 (ADFI) AMPH (F/G). 


1.4 样品 的 采集 
在 试验 结束 前 1 天 ,每 重复 随机 选择 


立刻 闭 入 无 菌 离心 管内 ， 置 于 干冰 中 ， 带 回 实验 室 保 存 于 -80 'C 冰 箱 中 ， 用 于 提取 


DNA。 
1.5 样品 的 DNA 提取 及 测序 


JS (ERE Sh rn S DNA 采用 E.Z.N.A. 


6 ARRI EE ERE m, 每 3 头等 量 混合 在 一 起 ， 


m 
m 


Stool DNA HERAF A (Omega Bio-tek 公司 ,美国 )， 


按照 说 明 书 上 的 有 具体 步骤 进行 提取 。 提 取 后 的 总 DNA 纯化 后 ， 用 琼脂 糖 凝 胶 电泳 检测 浓度 


和 纯度 。 选 择 168 rRNA 的 V3~V4 保 宁 区域， 采用 细菌 通用 引物 338F 


(5'-ACTCCTACGGGAGGCAGCA-3’) 和 806R(5'-GGACTACHVGGGTWTCT-AAT-3’) X} 3& fidi 


DNA 进行 扩 增 。 扩 增 体系 和 程序 如 表 2 


AxyPrep DNA 凝 胶 回 收 试剂 盒 CAxygen 


所 示 。PCR 产物 经 2% 琼 脂 糖 凝 胶 电 瀛 检测， 使 用 


公司 ， 美 国 ) 切 胶 回收 PCR 产物 。 扩 增 子 采用 双 尾 


法 在 Illumina MiSeq 平台 上 进行 测序 〈 上 海 美 吉 生 物 医药 科技 有 限 公 司 ， 上 海 )。PCR 反应 


程序 : 95 C 3min, 95 C 30s, 55 C 


30s, 72 C 45s, 27 个 循环 ; 72 C 10 min. 


X2 PCR 扩 增 体系 和 程序 


Table 2 PCR reaction system and program 


成 分 Ingredients 
5X FastPfu Buffer 


2.5 mmol/L dNTPs 


添加 量 Dose 
4.0 uL 


2.0 uL 


5 umol/L Primer F 
5 umol/L Primer R 
FastPfu DNA Polymerase 
DNA 模板 


RNase-Free dd H2O 


1.6 ”数据 处 理 与 统计 分 析 


生长 性 能 数据 结果 采用 SSPS 17.0 软件 包 


析 ， 若 组 间 差 异 显著 ， 则 采用 Duncan 氏 法 进行 多 重 比较 ， 以 P<0.05 为 差异 显著 性 标准 。 


dd 


Chinay 
Cninaar 口 


0.8 uL 
0.8 uL 
0.4 uL 
10.0 ng 


补 齐 至 20.0 uL 


的 one-way ANOVA 程序 进行 单 因 素 方差 分 


姜 便 菌 群 测序 得 到 的 Reads 首先 根据 Overlap 关系 进行 拼接 ， 之 后 采用 Trimmomatic 和 


Qiime v.1.5.0 进行 去 杂 和 过 滤 ， 采 用 Uchime algorithm v.4.2.40 RRA. Tittle AY te ENY 


列 依据 Silva 16S 序列 数据 库 进 行 操作 分 类 


RDP classifier 对 菌 种 进行 分 类 , 并 在 各 分 类 水 平 统计 每 个 样本 的 菌 群 组 成 。 采用 Qiime 软件 


和 元 (OTU) 聚 类 (相似 水 平 为 97%)， 之 后 采用 


进行 Alpha 多 样 性 分 析 ， 包 括 多 样 性 指数 Shannon 指数 和 Simpson 指数 ， 丰 富 度 指数 ACE 


指数 和 Chaol 指数 。 采 用 基于 Bray-Curtis H 


E 离 的 PCoA 对 凑 便 样品 微生物 组 成 的 组 间距 高 


进行 分 析 。 采 用 LEfSe 算法 对 各 分 类 水 平 物 


2 结果 与 分 析 


差异 菌 种 进行 分 析 。 


2. 饲 粮 蛋 白质 水 平 对 生长 育肥 猪 生 长 性 能 的 影响 
由 表 3 可 知 , 与 对 照 组 相 比 ,试验 组 生长 育肥 猪 ADG、ADFI 和 F/G 等 生长 性 能 指标 差 


异 均 不 显著 (P>0.05)。 但 试验 组 生长 育 


IEX ADG 略 高 于 对 照 组 ，ADFI 和 F/G 上 略 低 于 对 照 


质 水 平 上 降低 约 2%， 同 时 添加 合成 氨基 酸 ， 


组 。 说 明 在 本 次 试验 条 件 下 ， 饲 粮 在 正常 蛋 


不 会 对 生长 育肥 猪 生长 性 能 产生 影响 。 


表 3 饲 粮 和 蛋白 质 水 平 对 生长 育肥 猪 生长 性 能 的 影响 


Table 3 Effects of dietary protein level on growth performance of growing-finishing pigs 


组 别 Groups 


P 值 
JH Items 试验 组 Experimental 
对 照 组 Control group Pi 
group 
初 重 
45.6+4.0 45.4+3.7 0.95 


Initial body weight/kg 
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RKE 

70.7+4.3 
Final body weight/kg 
平均 日 增 重 

784+56 
Average daily gain/ (g/d) 
平均 日 采 食量 

2 000+85 
Average daily feed intake/ (g/d) 
料 重 比 
Feed/gain 2.55+0.07 


2.2 AREK KEREK SERES RES A E R 
2.331. 序列 及 OTU 统计 


71.2+3.6 


80558 


1 985135 


2.50+0.23 
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0.75 


0.84 


0.61 


A AUS Fe a8 Fae Ud Pe HI 2 YS Yh RRZEURI GS 2H. FE SERE |n IS LAE THEE: e EE EGE 
了 分 析 。 本 次 试验 产生 的 20 个 样品 共 测 到 有 效 序列 1 230 704 条 ,序列 平均 长 度 为 436.20 bp. 
序列 长 度 绝 大 部 分 分 布 于 421-460 bp 之 间 ， 占 所 有 序列 条 数 的 99.94%。 对 获得 的 20 个 有 
效 样本 进行 OTU 聚 类 ， 样 本 平均 聚 类 形成 OTU 的 数量 为 1 098。 采 用 随机 抽样 的 方法 ， 模 


拟 输 入 序列 数目 与 OTU 个 数 产 出 间 关 系 ， 绘 制 稀 琉 


的 稀释 性 曲线 均 趋 向 平坦 ， 说 明 测 序数 据 量 合理 ， 可 


AARP 
Relative Abundance 
Shannon 指 数 
Shannon index of OTU level 


曲线 。 由 图 1 所 示 ， 本 次 测序 所 有 样品 
以 反映 样本 中 绝 大 多 数 微生物 的 信息 。 


一 CONT 
— LOW 


OTU 等 级 水 平 
OTU Level Rank 


图 A、 图 B 分 别 为 OTU 丰 度 等 级 曲线 和 稀释 性 曲线 。 


10.000 20,000 


30,000 40,000 50,000 


样品 序 州 数 


Number of Reads Sampled 


Fig.A and Fig.B indicate the OUT rank-abundance curve and dilution curve, respectively. 


TT 


图 1 样品 


度 等 级 曲线 和 稀释 性 曲线 


Fig.1. OUT rank-abundance curve and dilution curve of samples 


2.2.2 ” 饲 粮 蛋白 质 水 平 对 生长 育肥 猪 肠 道 菌 群 多 样 性 的 影响 
从 表 4 可 知 ， 虽 然 各 多 样 性 和 丰 度 度 指 数 在 2 组 间 均 未 达到 显著 差异 水 平 (P>0.05)， 


但 低 蛋 白质 水 平 饲 粮 组 Shannon 指数 、ACE 指数 和 Chaol 指数 均 高 于 正常 蛋白 质 水 平 饲 粮 


2H, H. Simpson 指数 低 于 正常 蛋白 质 水 平 饲 粮 组 ,这 说 明 饲 喂 低 蛋白质 水 平 饲 粮 有 利于 提高 
育肥 猪 羔 便 中 细菌 的 多 样 性 和 丰富 度 。 
表 4 人 饲 粮 香 白 质 水 平 对 生长 育肥 猪 肠 道 戎 群 多 样 性 的 影响 


Table 4 Effects of dietary protein level on intestine microbiota diversity of growing-finishing 


pigs 
组 别 Group P fH 
项 目 Items 试验 组 P-value 
对 照 组 Control group 
Experimental group 

多 样 性 指数 Diversity indexes 

Shannon 指数 Shannon index 4.06+0.35 4.25+0.26 0.19 

Simpson 指数 Simpson index 0.07+0.02 0.06+0.02 0.25 
丰富 度 指 数 Abundance indexes 

ACE 指数 ACE index 869.55+36.76 897.524+51.81 0.18 

Chao 1 指数 Chao 1 index 880.69+38.90 909.72::52.78 0.18 

2.2.3 ARE A JAK MY EK A BELT eal AF ZELLE] IR 
从 图 2-A uA, ZED IAPR ZAR E, IS ZEAL et E EL TUS 2S E PULSA PCIE E h JL RE 


fl] (Firmicutes) 和 拟 杆 菌 门 


(Bacteroidetes) 两 大 类 组 成 ， 


其 中 厚 壁 菌 门 约 占 近 80%, H 


杆菌 门 约 占 近 15%。 其 次 为 螺旋 菌 门 〈(Spirochaetae )、 软 壁 菌 门 〈Tenericutes)、 蓝 藻 菌 门 


(Cyanobacteria) 等 ， 它 们 的 总 占 比 平均 为 $5.69%。 试 验 组 和 对 照 组 厚 壁 菌 门 和 拟 杆菌 门 占 


比 非常 接近 〈 分 别 为 80.07% vs.79.64% 和 14.10% vs. 14.82% )， 组 间 差 异 较 小 ， 其 他 


2 


菌 组 间 略 有 差异 。 


从 图 2-B 可 知 , 在 属 水 平分 类 水 平 上 , 2 HER 


群 组 成 上 


H 205 个 


al 


H PHX 


ES 
E3 
Py 


菌 


, 


昌 对 丰 度 较 高 的 菌 


sensu stricto 1,13.22%)、 乳 杆菌 


FZ 


度 大 于 1% 的 菌 


J& (Lactobacillus , 6.52% )#l norank f fA 


区 


oer 


9 较 大 差异 。 属 水 平 共 计 分 类 


属 有 36 个 ， 总 相对 丰 度 约 占 82.98%。 试 验 


分 别 为 链球 菌 属 (Streptococcus, 17.9596) $k XARA J 1 CCloustridium 


Er 


ES 


H S24-7Cnorank f 


Bacteroidales S24-7，6.24% )， 而 对 照 组 相对 丰 度 较 高 的 则 为 Cloustridium sensu stricto 1 


(18.3896). Streptococcus (15.90%), Lactobacillus (7.8196) 和 Terrisporobacter (6.50% ) 


Fa 
E 
B 9 


此 外 ， 试 验 组 
链球 菌 


独 有 


3 个 菌 


属 (Streptococcaceae); 


分 别 为 Anaerofustis. p-2EJÉ 
但 相对 丰 度 都 较 低 。 


Al 


属 (Beta proteobacteria) 和 


IE 
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B8 Verrucomicrobia 
Wl Saccharibacteria 
E Proteobacteria 
E Cyanobacteria 
Bl. Actinobacteria 
Bil Tenericutes 

E Spirochaetae 
E Bacteroidetes 
Bl Firmicutes 

E Others 


E Ruminococcaceae NK4A214 group 

BH norank o. Mollicutes RF9 

E Prevotellaccae NK3B31 group 

Wl [Eubacterium] coprostanoligenes group 
Treponema 2 

Bil Ruminococcaceae UCG-002 

F3 Ruminococcaceae UCG-014 

BS Kurthia 
Rikenellaceae RC9 gut group 
Lachnospiraceae XPB1014 group 
Christensenellaceae R-7 group 
Ruminococcaceae UCG-005 

Bil Terrisporobacter 

> norank f. Bacteroidales S24-7 group 

Bl Lactobacillus 

Bil Clostridium sensu stricto 1 
Streptococcus 
Others 


7 


qu 


A 代表 门 水 平 。Fig.A indicate the phylum level. Firmicutes: 厚 壁 菌 门 : Bacteroidetes: 拟 杆 菌 门 ; 


Spirochaetae: 螺旋 菌 门 ， Tenericutes: 软 壁 菌 门 ， Actinobacteria: 放 线 菌 门 ; Cyanobacteria: WAAI]; 


Proteobacteria: 变形 菌 门 ， Verrucomicrobia: JE]: Others: 其 他 。 


图 B 代表 


"uni 
E: 


狭义 梭 菌 属 1; Lactobacillus: 乳 杆 


Ruminococcaceae UCG-005: 疣 微 菌 科 UCG-005; Lachnospiraceae XPB1014 group: 毛 螺 菌 科 XPB1014 群 ; 


&;: norank f Bacteroidales S24-7 group: norankf 拟 杆菌 目 S24-7 群 ; 


水 平 。Fig.B indicate the genus level. Streptococcus: 链球 菌 属 ; Clostridium_sensu_stricto_1: 


Rikenellaceae RC9 gut group: 理 研 菌 科 RCO 肠 道 群 ，Kurthia: 库 特 氏 菌 属 ; Ruminococcaceae_UCG-014: 


HE EL UCG-0014; Ruminococcaceae UCG-002: HE tik 


[Eubacterium]_coprostanoligenes group: 


EX 


f| UCG-002; Treponema 2: 密 螺旋 体 属 2; 


属 coprostanoligenes #; Prevotellaceae_NK3B31 group: 3 


ate. 


雷 沃 氏 菌 科 NK3B31 群 ，norank_o Mollicutes RF9: norank o 柔 膜 菌 纲 RF9; Ruminococcaceae NK4A214 


group: 疣 微 菌 科 NK4A214 #; Others: 


图 2 凑 便 中 的 优势 


BH 


Di 


分 布 


Fig 2. Distribution of fecal dominant microbiota 


2.2.4 物种 差异 显著 性 分 析 


X 


组 没有 相对 丰 度 显著 差异 细菌， 


EF LEfSe 的 多 级 物种 差异 判别 分 析 表 明 (图 3)， 在 门 水 平和 纲 水 平 上 试验 组 和 对 照 
而 其 他 分 类 水 平 上 2 组 间 均 有 相对 丰 度 差异 细菌 。 如 在 属 水 


平 上 ， 试验 组 毛 螺 菌 属 C Lachnospira )、Pseudobutyrivibrio ~ Butyrivibrio RI SW FT Pj Ft 
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COscillibacter) 等 的 相对 丰 度 均 显 著 高 于 对 照 组 CP<<0.05)， 而 对 照 组 Paraeggerthella 7g 


SOR AJ 6 (Clostridium sensu stricto 6) 等 属 的 相对 丰 度 显著 高 于 试验 组 (P=0.05)。 


g__Paraeggerthella 

g Delftia 

f  unclassified o Selenomonadales 
f Comamonadaceae 

g unclassified o^ Selenomonadales 
Clostridium sensu stricto 6 

otank f  Christensenellaceae 


f. Lachnospiraceae 
g unciassified f Lachnospiraceae 
g__Ruminococcaceae_UCG_013 
g Oscillospira 
g norank f Ruminococcaceae 
g—tachnospir ira 
Anaerorhabdus furcosa group 
E COpOCOCOUE.. E] 
? Anaeroplasma 
T -/inneroplasmataceae 
| Anaeroplasmatales 
f — unclassified c  Mollicutes 
o unclassified c Mollicutes 
于 人生 C Mollicutes 
加 Sr " 
bacterium, x faficphllum group 
m | Pseudobutyrivibrio FA 
8 Pseudomonadales 
p | Acinetobacter 
f Moraxellaceae 
g—Rutyrivibrio 
| Ruminococcaceae UC 008 


T T T T T 
4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 
LDA 值 (Log10) LDA SCORE (log10) 


XI HH 2H control group: g Delftia : {KK R RE 


EA 
dm 


g Clostridium sensu stricto 6: FR X. MEAS 6. 


W 


E; f Comamonadaceae : 


Nl CONT 
m LOW 
35 40 
从 毛 单 胞 菌 科 ; 


试验 组 experimental group: f_Lachnospiraceae: 毛 螺 菌 科 ; g unclassified f Lachnospiraceae: 未 分 类 毛 


WR tel FL; g Ruminococcaceae UCG 013 : Ht tk Bj FH UCG 013; g Oscillospi 


ra: WEE: 


g norank f Ruminococcaceae: norank f Hefti Fl; g Lachnospira: 毛 螺 菌 属 ; g Anaerorhabdus furcosa group: 


E 
H 


HARRA furcosa ##; g Coprococcus_3: F8ER EK 3; g Anaeroplasma: 大 和 氧 原 体 属 ; f Anaeroplasmataceae: 


厌 氧 原 体 科 ; o Anaeroplasmatales: 厌 氧 原 体 目 ; f unclassified c Mollicutes : 


o unclassified c Mollicutes: 未 分 类 c 柔 膜 菌 纲 ( 目 水 平 ); g_unclassified_c_Mollicutes: 未 分 类 c 柔 膜 菌 纲 ( 属 


未 分 类 c RAAM: 


水 平 ); g Oscillibacter: BW fF 


f g Eubacterium xylanophilum group: 真 杆 


BH 


EX 


g Pseudobutyrivibrio: 假 丁 酸 弧 菌 属 ; o Pseudomonadales: 假 单 胞 菌 目 ; g Acinetobacter: 


f Moraxellaceae: iv WEE g Butyrivibrio: T INAR; g Ruminococcaceae UC_008: HEt 


图 3 LEfSe 多 级 物种 差异 判别 分 析 


属 xylanophilum 群 ; 


不 动 杆 


Fig.3 Discriminant analysis of multistage species difference in LEfSe 


2.2.55 组 间 群 落差 异性 比较 


4 为 2 组 生长 育肥 猪 类 便 微生物 群落 组 成 的 PCoA FEAR Br ES 
分 析 。 由 图 可 以 看 出 ， 试 验 组 的 菌 群 能 够 较 好 地 聚积 在 一 起 ， 并 且 能 与 
说 明 试 验 组 相 比 于 对 照 组 有 着 不 同 的 肠 道 微生物 


y 


xl 


2o 


T 


ER JR s 


F} UC 008. 


局 最 小 二 乘法 判别 式 


对 照 组 可 


区 分 开 来 ， 


" 
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€ CONT 
0.15 7 A LOW 
a 
0.1 
SS 005 4 a 
oOo 
E: e A 
N le 
T a 
= a a 
N 
O A 
a 0 Pd 
e a . LÀ 
-0.05 4 
A . e 
e 
-0.1 T T T T T T T 
-0.075 -0.05 -0.025 0 0.025 0.05 0.075 
PC1(15.55%) 
a LOW 
20 4 € CONT 
à e 
e. 
10 4 
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eo 
S à ^ 
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= A 
8 : à 
-10 了 
a, e. 
A 


-15 -10 -5 0 5 10 15 
COMP1(9.45%) 


图 A、 图 B 分 别 为 PCoA 和 PLS-DA 32284741 Kl. 


Fig.A and Fig.B indicate the PCoA and PLS-DA cluster analysis diagrams, respectively. 
图 4 Fee ra HERA a E 


Fig.4 Fecal microbiota cluster analysis diagram 


3 W 论 
3.1 低 蛋 白质 水 平 饲 粮 对 生长 育肥 猪 生长 性 能 的 影响 

已 有 较 多 研究 结果 表明 ， 饲 粮 蛋 白质 水 平 降低 2%~3%， 并 补充 必需 氨基 酸 满 足 猪 的 营 
养 需要 或 符合 理想 氨基 酸 比例 ， 对 生长 肥育 猪 的 生长 性 能 没有 显赫 影响 671。 而 饲 粮 蛋 白质 
水 平 降 低 3% 或 3% 以 上 时 ， 对 生长 肥育 猪 生长 性 能 的 影响 则 报导 不 一 ， 生 长 育肥 猪 生长 性 
能 随 饲 粮 蛋 白质 水 平 降低 程度 、 必 需 氮 基 酸 补充 的 种 类 和 水 平 的 不 同 而 表现 不 同 &!0。 当 饲 
粮 蛋 白质 水 平 降 到 一 定 程 度 时 , 无 论 怎样 补充 和 平衡 饲 粮 氨 基 酸 , 均 无 法 避免 对 生长 性 能 造 
成 的 影响 。 此 外 ， 随 着 合成 氨基 酸 技术 的 日 益 成 熟 ， 低 蛋白 质 水 平 饲 粮 配 制 的 成 本 不 会 明显 
升 高 ,反而 会 因为 豆粕 类 蛋白质 饲 料 投入 的 减少 , 使 其 整体 饲料 成 本 有 所 降低 。 本 研究 结果 
表明 ， 生 长 育肥 阶段 饲 粮 蛋 白质 水 平 降低 约 2% 对 猪 生长 性 能 没有 显著 影响 。 试 验 组 平均 日 
增 重 和 平均 日 采 食 量 略 高 于 对 照 组 ， 料 重 比 低 于 对 照 组， 差异 不 显著 。 按 照 当 时 的 饲料 原料 
价格 核算 ， 每 头 猪 实际 耗 料 成 本 有 所 降低 ， 加 之 生长 性 能 的 提高 使 其 生产 效益 有 所 提升 。 该 
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试验 结果 与 前 人 研究 结果 一 致 ， 再 次 证 明 ， 


基 酸 ， 并 不 影响 生长 育肥 猪 生 长 性 能 ， 
3.22. ” 低 蛋 白质 水 平 饲 粮 对 生长 育肥 猪 肠 道 


动物 肠 道 
ARH, 
道 微生物 数量 
生物 多 样 性 i 
蛋白 质 水 平 饲 


常 蛋 白质 水 平 饲 粮 组 , 这 和 曹 克 飞 0 研究 结果 一 致 ， 


提高 生长 育肥 


到 13% 时 ,回肠 菌 群 丰 度 和 多 样 


比例 也 明显 提高 
且 猪 的 生长 性 


bad HP EK SSC Bt AN 


饲 粮 因素 引起 的 肠 道 
和 组 成 。Shannon 指数 和 Simpson 指数 通常 反映 肠 道 
性 和 抵抗 致 病 


通常 与 微生物 区 
粮 增加 了 生长 育 


又 系 的 稳定 


WIESE 
结构 对 宿主 的 消 


饲 粮 和 蛋白质 水 平 降低 约 2%， 
昌 能 提高 其 生产 效益 。 
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补充 适当 的 必需 氨 


化 和 健康 起 至 


微生物 变化 占 到 所 有 因素 的 


猪 肠 道 


高 , 但 当 饲 粮 蛋 
能 降低 。 这 


VEI AREA ER 


性 和 丰 


度 的 影响 

REEMA, Zhang 等 (3 研 
57%, 说明 饲 粮 组 分 会 明显 影响 肠 
菌 群 的 多 样 性 ， 而 肠 道 微 


菌 感染 的 能 力 呈 正 相关 中 。 本 研究 中 , 低 
肥 猪 类 便 菌 群 的 多 样 性 , 说 明 低 蛋 白质 水 平 饲 粮 有 益 于 生长 育 
肥 猪 肠 道 健康 。 此 外 , 本 研究 中 发 现 低 蛋 白质 水 平 饲 粮 组 生长 育肥 猪 装 便 的 丰富 


度 也 高 于 正 


其 研究 结果 表明 低 和 蛋白 质 水 平 饲 粮 可 以 
菌 群 丰富 度 和 多 样 性 。Fan 等 05 研 究 表明 ， 当 饲 粮 蛋 白质 水 平 从 16% 降 


性 提高 ， 
白质 水 平 降 到 


ann FLAY Ba J 
育肥 猪 回 肠 、 
白质 水 平一 定 程度 的 降低 对 肠 道 微生物 多 样 性 有 促进 调 


10% 时 , 生长 


比例 提高 ,结肠 有 益 菌 巨型 球菌 属 


Zi VERE RETE PER, 


节 作用 ， 而 饲 粮 蛋白 质 水 平 过 低 反 而 降低 肠 道 微生物 多 样 性 ， 影 响 生 长 性 能 
3.3. 低 蛋 白质 水 平 饲 粮 对 生长 育肥 猪 肠 道 菌 群 组 成 的 影响 


肠 道 菌 群 


06。 本 试验 中 ，Firmicutes 和 Bacteroidetes 是 各 组 中 猪 肠 


组 间 差 异 不 显 


在 门 水 平 上 主要 由 Firmicutes (3596-8096) 和 Bacteroidetes (1796-6096) 构成 
道 微生物 相对 丰 度 最 高 的 菌 群 ， 且 


著 , 表明 降 低 蛋 白质 水 平 在 门 水 平 上 对 其 主要 菌 群 结构 无 明显 影响 。 前 期 研究 


0 和 前 人 的 研究 


J% 
白质 水 平 饲 
饲 喂 低 蛋白 质 
用 氨基 酸 
了 限制 性 氨基 


属 在 低 蛋 白质 


白质 水 


观 生 物 学 


RBR, 适度 降低 饲 粮 蛋 白质 水 平 并 补充 相应 合成 氨基 酸 可 以 提高 育肥 猪 


价值 ， 有 利于 


育肥 猪 氮 代谢 平衡 。 


而 这 种 氮 的 利用 率 的 提高 一 定 程度 上 与 低 


粮 引 起 的 肠 道 菌 群 变化 相关 。 在 属 水 平 上 Streptococcus 是 2 组 中 的 优势 菌 属 ， 


KF tii 


AAS AY AER A ESEE Streptococcus 的 相对 丰 度 有 所 增加 , 该 属 细菌 主 


ERARE KISI, Streptococcus 的 增加 可 能 是 由 于 低 蛋 白质 水 平 饲 粮 中 补充 


属 1 (Clostridium sensu stricto 1) 也 是 优势 菌 属 之 一 ， 该 菌 
肥 猪 凑 便 中 有 明显 降低 。Fan 等 05 研 究 也 表明 ， 随 着 饲 粮 蛋 白 
质 水 平 的 降低 ， 猪 回肠 中 Clostridium sensu strict 1 的 数量 
平 的 降低 导致 发 酵 底 物 氮 源 的 4 


决 乏 而 引起 的 。 


酸 ,使 得 可 供 Streptococcus 代谢 的 氨基 酸 增加 所 致 , 菌 体 蛋白 合成 的 增加 会 影 
响 氮 代谢 和 利用 效率 。 狭 义 梭 菌 
水 平 饲 粮 生 长 育 


蚂 显 著 降 低 ， 分 析 原 因 认 为 是 饲 粮 策 
低 蛋 白质 水 平 饲 粮 凑 便 中 


LachnospiraceaeU?!, Ruminococcaceae''®!, Butyrivibrio?9V fll Pseudobutyrivibrio 9 JE A 2H 
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数量 显著 增加 , 这 几 个 菌 属 的 细菌 可 以 利用 饲 粮 中 的 碳水 化 合 物 和 纤维 代谢 产生 丁 酸 类 物质 ， 
而 丁 酸 对 肠 上 皮 细 胞 的 能 量 代 谢 和 免疫 应 答 都 有 调节 作用 RI。 此外， 丁 酸 还 能 够 刺激 肠 道 细 


胞 产生 抗菌 肽 类 物质 ,协助 抵御 外 来 致 病菌 的 侵袭 ， 有 助 于 抑制 肠 道 炎症 的 发 生 和 保护 肠 道 
健康 2 。 此 类 细菌 种 属 的 增加 可 能 是 由 于 低 蛋 白质 水 平 饲 粮 中 碳水 化 合 物 及 尝 粉 的 比例 显著 
共 了 足够 的 代谢 底 物 。Paraeggerthella 数量 在 正常 蛋白 质 水 平 饲 粮 组 中 


增加 ， 为 这 类 细 


下 
En 


的 相对 丰 度 显著 高 于 低 蛋 白质 水 平 饲 粮 组 , 该 菌 属 已 被 证 明 能 够 引起 免疫 功能 不 全 人 群 的 侵 
入 性 感染 ， 易 通过 受 损 的 肠 上 皮 引 起 菌 血 症 等 疾病 中 。 正 常 饲 粮 重 白质 组 中 数量 较 高 的 
Delftia 也 是 一 个 典型 的 机 会 致 病菌 ,说明 适当 降低 饲 粮 蛋 白质 水 平 引起 的 菌 群 改变 可 能 有 助 


于 降低 有 害 菌 感染 的 机 率 。 而 


Wellock 等 20 和 Bhandari 等 3 研究 也 发 现 ， 降 低 断 奶 仔 猪 饲 


粮 蛋 白质 水 平 可 使 仔猪 肠 道 和 装 便 中 大 肠 杆菌 等 致 病菌 的 数量 明显 降低 。 低 蛋白 质 水 平 饲 粮 
大 肠 杆菌 数量 降低 的 原因 被 认为 可 能 是 供 其 增殖 的 底 物 减少 造成 的 。 此 外 , 本 研究 中 低 蛋 白 


质 水 平 饲 粮 组 Oscillibacter 相对 丰 度 显著 高 于 对 照 组 , Oscillibacter 是 一 种 主要 产生 成 酸 的 大 


氧 菌 Pq9， 过 量 成 酸 对 肠 秋 膜 有 刺激 作用 ， 可 能 会 对 肠 道 产生 一 定 的 调节 和 影响 。 曹 死 飞 0 


研究 表明 , 育肥 猪 饲 喂 用 棉籽 粕 和 玉米 胚芽 粕 50% 等 氮 蔡 代 豆 粕 的 低 蛋 白质 水 平 饲 粮 , 可 显 


著 增 高 直肠 凑 便 中 Oscillibacter 的 相对 丰 度 。 本 试验 中 生长 育肥 猪 饲 粮 蛋 白质 水 平 的 降低 还 


显著 影响 了 一 些 未 分 类 菌 群 ， 这 些 未 分 类 菌 属 的 功能 特性 目前 尚 不 清楚 ， 因 此 ， 低 蛋白 质 水 


平 饲 粮 条 件 下 这 类 细菌 数量 的 增加 或 减少 的 原因 还 有 待 进一步 阐明 。 


3.4 低 蛋 白质 水 平 饲 粮 对 生长 


育肥 猪 肠 道 菌 群 区 系 的 影响 


由 组 间 及 物种 差异 性 分 析 得 出 2 组 生长 育肥 猪 肠 道 微生物 群落 被 明显 地 分 为 2 类 , 且 低 
蛋白 质 水 平 饲 粮 组 生长 育肥 猪 肠 道 菌 群 能 够 较 好 地 聚 在 一 起 , 这 说 明 低 蛋白 质 水 平 饲 粮 能 够 
明显 地 影响 生长 育肥 猪 的 肠 道 微生物 区 系 。 从 以 上 的 肠 道 菌 群 组 成 及 物种 差异 显著 性 分 析 可 
以 看 出 , 饲 喂 低 和 蛋白 质 水 平 饲 粮 的 菌 群 中 蛋白 质 和 氨基 酸 降 解 菌 以 及 丁 酸 产生 菌 等 有 益 菌 的 


数量 增多 , 有 害 菌 属 的 数量 降低 , 表明 饲 粮 绰 白质 水 平 的 适当 降低 能 够 使 生长 育肥 猪 肠 道 落 
群 向 着 更 加 有 益 健康 和 平衡 的 方向 发 展 ， 对 生长 育肥 猪 的 健康 生长 有 促进 作用 。 罗 振 等 B71 
研究 结果 也 表明 ， 低 蛋白 质 水 平 饲 粮 组 和 正常 蛋白 质 水 平 饲 粮 组 肠 道 微生物 存在 明显 差异 ， 


低 蛋 白质 水 平 饲 粮 组 微生物 能 较 好 的 与 正常 蛋白 质 水 平 饲 粮 组 分 开 , 说 明 饲 粮 蛋 白质 水 平 的 


变化 调节 了 肠 道 微生物 区 系 。 


4 fi R 


在 本 次 试验 条 件 下 ， 生 长 育肥 猪 饲 粮 蛋 白质 在 正常 水 平 基 础 上 降低 约 2% 并 补充 相应 的 


合成 氨基 酸 , 不 会 影响 生长 育 朋 


E 猪 生长 性 能 及 健康 状况 ,同时 能 够 影响 生长 育肥 猪 的 肠 道 微 


生物 的 组 成 和 区 系 ， 使 其 向 着 有 利于 生长 育肥 猪 健康 的 方向 发 展 。 
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Abstract: The aim of this study was to investigate the effects of low protein diet on growth 

performance and intestinal microbiota of growing-finishing pigs. A total of 140 
growing-finishing pigs (Landrace x Large White) with initial body weight of (45.543.64) kg 

were randomly distributed into 2 groups with 5 replicates per group and 14 pigs in each replicate. 

The growing-fishing pigs in control group were fed a normal protein diet (protein level was 

15.05%), while others in experimental group were a fed low protein diet (protein level was 

12.97%). The pre-experimental period lasted for 5 days, and the experimental period lasted for 

30 days. The results showed as follows: 1) the low protein diet had no significant effects on 

growth performance of growing-finishing pigs (P>0.05). 2) Low protein diet increased the 

intestinal microbiota richness and diversity of growing-finishing pigs. The microbiota 

composition of experimental pigs in 2 groups had less difference on the phylum level, while had 

T great difference at genus level. Species difference analysis based on LEfSe showed that there 
2 were significant different on bacteria abundance at several taxonomic levels except phylum and 
class level (P<0.05) . Low protein diet could significant increased the relative abundance of 
Lachnospiraceae, Ruminococcaceae, Butyrivibrio, Pseudobutyrivibrio which can produce 
butyrate by using carbohydrates and fibers (P<0.05) , while significant decrease the relative 
abundance of Paraeggerthella and Delftia which likely cause infection (P<0.05) . In addition, 
microbial community analysis showed that pigs in low protein diet group had different microbial 
community compared with pigs in normal protein diet. In conclusion, dietary protein level 
reduced about 2% have no negative impact on growth performance, and have beneficial effects 


on intestinal microbiota balance and body health. 
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